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© Trousse et methode de dosage enzymatique applicables a des cellules entieres. 

© !.a presente invention a pour objet une trousse pour le dosage des enzymes celiulaires endogenes 
caracteristiques d'une population ou d'une sous-population cellulaire, comprenant comme composants : 

a) un support solide sur lequel sont fixes par liaison covalente ou par adsorption physique un ou 
plusieurs anticorps monocionaux diriges contre des antigenes de surface de la population cellulate a doser 

b) une ou plusieurs solutions apportant les reactifs necessaires (substrat et chromogene) pour reveler 

('activity de I'enzyme endogene a doser. 

Elle concerne egalement un procede de dosage enzymatique des enzymes endogenes d une population ou 

sous-population cellulaire. . . 

La trousse de dosage et ie procede enzymatique selon IMnvention peuvent etre utilises pour le dosage de la 
myeloperoxydase des granulocytes dans le sang ou dans les urines. 
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TROUSSE ET METHODE DE DOSAGE ENZYMATIQUE APPLICABLE A DES CELLULES ENTJERES. 

La presente invention concerne une trousse et une methode de dosage enzymatique utilisant cette 
trousse, pour le dosage d'enzymes endogenes caracteristiques de populations ou de sous-populations de 
cellules. La methode de dosage enzymatique et la trousse correspondante sont egalement destinees au 
dosage des cellules elles-m§mes par I'intermediaire du dosage de leurs enzymes endogenes. Ces dosages 
5 sont applicables au diagnostic. 

Le procede selon i'invention consiste a immobiliser de fagon sp£cifique par immunocapture sur un 
support solide une population cellulaire puis a doser une enzyme endog&ne spgcifique de cette population 
ou d'une sous-population cellulaire en mettant en oeuvre un substrat approprie de cette enzyme et 
eventuellement les cofacteurs ou les substances auxiliaires necessaires. 

10 Selon la presente' invention, dans la description et les revendications qui vont suivre, on appelle 
enzyme endogene. une enzyme contenue dans le cytoplasme de la cellule et dont le substrat est une 
molecule de bas poids moleculaire capable de p§n£trer k I'interieur de la cellule pour y etre transformee 
par I'enzyme, en liberant dans le milieu un produit de reaction colore ou fluorescent qui permet la mesure 
finale d'un signal proportionnel a I'activit6 de I'enzyme. 

75 L'immunocapture des cellules est un procede qui consiste a retenir les cellules sur un support solide 
par liaison entre un ou plusieurs antigenes de surface de ces cellules et un ou plusieurs anticorps 
monoclonaux specifiques de ce ou de ces antigenes. 

La connaissance des antigenes ou marqueurs de la surface cellulaire a fait d'enormes progres avec la 
mise au point de rhybridation lymphocytaire et la decouverte des anticorps monoclonaux par KOEHLER et 

20 MILSTEIN, (Nature, 1975. 256 , 495-497). Les anticorps monoclonaux ont notamment permis la mise en 
evidence et I'analyse de marqueurs de surface ou antigenes membranaires de cellules d'origines les plus 
variees. Ces marqueurs (ou antigenes) peuvent etre de differentes natures : proteines, glycoproteines ou 
glycosides. Les caracterisations recherchees s'adressent alors principalement a des marqueurs de tissu 
ou d'organe, a des marqueurs d'etats de differenciation ou d'activation de cellules normales et a 

25 I'ldentification ou au typage de cellules normales ou cancereuses. Un domaine duplication particuliere- 
ment important est I'etude des lignees ceilulaires de Thematopoiese (erythrocytaire, megakaryocytaire. 
granulocytaire, monocytaire, lymphocytaire). 

Ainsi, par exemple, les anticorps monoclonaux ont permis de preciser les caracteristiques de surface 
respectives des lymphocytes T et B. Les marqueurs correspondants seuls ou en combinaison identified 

30 des stades de differenciation et de specialisation fonctionnelle des lymphocytes. Par convention internatio- 
nal, les marqueurs de surface des leucocytes humains ont ete classes dans des groupes ou classes de 
differenciation (CD) definis lors du Sous-Cornite IUIS-OMS, 1984 et decrits dans Bulletin de reorganisation 
Mondiale de la Sante, 1984, 62 (5), 813-815. 

Les anticorps monoclonaux sont aujourd'hui des outils irremplagables de la biologie clinique appliquee 

35 aux analyses ceilulaires. 

II existe des methodes de denombrement de cellules qui utilisent le marquage de leurs antigenes de 
surface mais ces methodes sont souvent longues, laborieuses, difficiles a mettre en oeuvre, et les resultats 
en sont parfois aleatoires. 

Un groupe de methodes de mesure des antigenes est base sur revaluation quantitative des marqueurs 
40 de surface de la population cellulaire globale. Ces methodes permettent la mesure des antigenes par un 
marquage soit direct, soit indirect qui est alors realise le plus souvent en deux, trois ou quatre etapes. Dans 
tous les cas le reactif employe lors de la derniere etape du marquage porte une sonde qui est soit de 
nature isotopique, lode 125 par exemple, pour un dosage de type immunoradiometrique (BROW et Coll. J. 
Immunol. Methods, 1979, 31, 201 - STOCKER et HEUSSER J. Immunol. Methods, 1979. 26. 87-95) soit une 
45 enzyme pour un dosage de type immunoenzymometrique, le plus souvent la peroxydase, la phosphatase 
alcaline ou la beta-galactosidase. (VAN LEUVEN et Coll., J. Immunol. Methods. 1978, 23. 109-116 - 
MORRIS Transplantation, 1983. 36(6). 719 - BAUMGARTEN J. Immunol. Methods. 1986. 94. 91-98). 

On notera que les enzymes utilisees dans de telles methodes sont des reactifs analytiques apportes au 
cours du dosage sous forme conjuguee a un anticorps qui reconnait un antigene expose a la face externe 
so de la membrane cellulaire. Ces enzymes ne peuvent done se confondre avec les enzymes endogenes de la 
cellule qui font partie de son equipement enzymatique naturel. 

Ces methodes sont assez incommodes, laborieuses et hasardeuses a appliquer en raison de la 
necessite de nombreux lavages et centrifugations du materiel cellulaire ; il est necessaire parfois de 
prelever le milieu colore resultant de la reaction enzymatique en vue de la mesure spectrophotometrique 
finale ; enfin la fixation chimique des cellules, qui est le plus souvent utilisee, est a I'origine de la 
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destruction irreversible de certains antigenes particulierement sensibles aux fixateurs chimiques usueis tels 
que glutaraldehyde ou methanol (DROVER et Coll. J. Immunol. Methods, 1986, 90, 275-281). 

L'immunocapture de cellules sur un support solide est decrite dans la demande de brevet WO 
86/02091 dans laquelle le but est d'eliminer des cellules indesirables dans des echantillons de moelle 
5 osseuse destinee a des transplantations. Dans cette demande de brevet, la capture des cellules est realisee 
sur des microbilles flottantes et necessite que I'anticorps utilise soit relie au support solide par une structure 
macromoleculaire complexe, appelee reseau-relais, capable d'assurer une orientation privilegiee de I'anti- 
corps par rapport a celle de I'antigene cellulaire correspondant. Aucune application de la technique au 
dosage quantitatif d'une enzyme cellulaire n'est indiquee dans cette demande. 
w L'immunocapture de cellules est <§galement decrite dans la demande de brevet WO 84/03151 pour une 
application analytique. Dans cette de mande. le but est d'identifier les groupes tissulaires auxquels 
appartiennent les cellules examinees (operation generalement denommee typage HLA). La capture des 
cellules est effectuee grace a des anticorps disposes selon une geometrie particuliere sur des supports tres 
specialises (lamelles de microscope). Les resultats sont obtenus par simple observation visuelle du support 
75 et conduisent a des reponses en "tout ou rien". 

Ainsi. les systemes d'immunocapture de cellules decrits jusqu'a ce jour ne conduisent pas a des 
applications analytiques permettant la determination quantitative d'un marqueur specifique de la cellule et 
en particulier une enzyme constitutive de la cellule. 

La methode de dosage qui fait I'objet de la presente invention, possede des avantages considerables 
20 par rapport a toutes les techniques anterieurement connues et utilisees car elle permet de mesurer de 
fagon quantitative toute enzyme endogene d'une population cellulaire. Ce dosage est realise sur des 
cellules qui n'ont subi au moment de leur capture specifique aucune intervention chimique ou physique et 
qui sont done dans leur etat d'integrite physiologique. De plus, la methode de dosage selon Invention 
possede les caracteristiques de tres haute specificite, propres aux systemes a double reconnaissance 
25 mettant en oeuvre deux marqueurs differents specifiques portes par la meme cellule, Tun etant un antigene 
choisi pour immunocapturer les cellules que Ton veut analyser, I'autre etant une enzyme endogene 
presente dans les cellules qui ont ete capturees. Cette methode est simple, rapide et reproductible. Elle est 
tout a fait adaptee a I'analyse d'un grand nombre d'echantillons ce qui. permet son utilisation a des fins de 
diagnostic dans les laboratoires de biologie clinique a grand debit. 
30 Ainsi la presente invention se rapporte a une trousse pour le dosage d'au moins une enzyme endogene 
caracteristique d'une population ou sous-population cellulaire, comprenant comme composants : 

a) un support solide sur lequel sont fixes par liaison covalente ou adsorption physique un ou 
plusieurs anticorps monoclonaux diriges contre des antigenes de surface de la population cellula«re 
examinee et destines a immobiliser sur le support les cellules parmi lesquelles se trouvent celles de la 

35 sous-population qui possede I'enzyme a doser ; 

b) un revelateur de I'enzyme endogene, a savoir une ou plusieurs 

solutions apportant les reactifs necessaires (substrat et le cas echeant chromogene) pour reveler I'activite 
de I'enzyme, et eventuellement un reactif qui ameliore la permeabilite de la membrane cellulaire ; 

c) une solution tampon destinee au lavage du support solide. 

40 Le terme cellule, utilise dans la presente description et dans les revendications qui vont suivre, inclut 
les cellules humaines ou animates et notamment les cellules sanguines y compris les plaquettes. 

La methode de dosage selon Invention ^applique a des cellules entieres, e'est a dire non lysees. 
Ces cellules n'ont subi au moment de leur immunocapture aucune intervention physique ou chimique et 
elles sont mises en oeuvre dans un etat d'integrite physiologique complete. Cette situation constitue la 
45 meilleure garantie d'integrite de I'antigene utilise pour la capture et de I'enzyme endogene choisie comme 
cible de dosage. 

Comma support solide. on peut utiliser tout dispositif adapte a la manipulation de suspensions 
cellulaires et preferentiellement des tubes, des supports magnetiques particulates ou des plaques ng.des 
ou souples de microtitration en polyethylene, polystyrene, chlorure de polyvinyl ou nitrocellulose com por- 

so tant des micropuits. Les anticorps monoclonaux destines a Immobilisation des cellules peuvent etre fix<§s 
sur les supports solides soit par liaison chimique covalente, soit par adsorption phys.que^ selon les 
techniques ciassiques bien connues de I'homme de Tart, telles que celles d<§cntes par STOCKER et 
HEUSSER J. Immunol. Methods, 1979, vol. 26, p. 87-95. Avantageusement. le support peut etre au 
prdalable sature a Taide d'une proteine. 

55 Selon ('invention, le ou les anticorps monoclonaux fixes sur le support solide do.vent permettre 
l'immunocapture de la population cellulaire parmi laquelle se trouve la ou les populations cellulaires qui 
contiennent I'enzyme * doser. Lorsque cette population est constitute de cellules humaines, les anticorps 
monoclonaux preteres pour l'immunocapture sont les anticorps anti-HLA de ctasse 1 qui sont specifiques de 
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la partie commune des antigenes HLA A, B et C presents sur les leucocytes et de nombreuses autres 
Jignees cellulaires de I'organisme. De mime, les anticorps monoclonaux specifiques des antigenes des 
classes de differenciation qui ont ete determines sur les leucocytes sont preferes. Parmi ces anticorps, 
celui denomme S-classe I, commercialise par BYOSIS. est particulierement prefere. 

5 Dans d'autres cas ou les cellules examinees sont des cellules humaines et dans tous les cas lorsque 

ces cellules ne sont pas humaines. des anticorps monoclonaux appropries au type de cellules examinees 
peuvent egalement etre utilises pour I'immunocapture selon invention. 

Le substrat de I'enzyme endogene a doser et les reactifs sont choisis de sorte que le produit final de la 
reaction ou de la sequence de reactions provoquee par I'enzyme et mettant en oeuvre ces substances soit : 

to - ou bien une substance coloree ou flugrescente qui diffuse dans le milieu liquide environnant les cellules et 
qui fait I'objet de la mesure finale spectrophotometrique ou fluorimetrique, respectivement. 

- ou bien une substance coloree insoluble qui se depose sur les cellules et les parois sur lesquelles elles 
sont fixees et qui peut faire I'objet. soit d'une mesure photometrique par reflexion, soit d'une evaluation a 
Poeil, eventuellement par rapport a une gamme de teintes etalonnees. 

is Ainsi I'utilisation d'un chromogene n'est pas necessaire lorsque le substrat seul permet d'obtenir une 
substance coloree ou fluorescente. 

La trousse de dosage contient comme composant additionnel une solution tampon destinee au lavage 
du support solide apres immobilisation des cellules. 

La trousse de dosage peut aussi contenir. comme autres composants additionnels, les echantillons 
20 necessaires a I'etalonnage du dosage ainsi qu'au controle de qualite du dosage. 

La presente invention a egalement pour objet un procede pour le dosage des enzymes endogenes 
d'une population ou d'une sous-population celluiaire caracterise en ce qu'il consiste : 

- a immobiliser la population celluiaire comprenant la sous-population contenant I'enzyme endogene sur un 
support solide en utilisant un ou plusieurs anticorps monoclonaux, prealablement fixe par liaison covalente 

25 ou par adsorption physique sur ledit support et capable de reconnaltre un antigene present a la surface des 
cellules ; 

- a observer une periode d'incubation pour permettre I'immunocapture ; 
• a laver le support solide pour eliminer les cellules non immobilisees ; 

- a ajouter le ou les reactifs necessaires(substrat et le cas echeant chromogene) pour reveler I'activite de 
30 I'enzyme endogene ; 

- a lire les resultats par mesure des signaux lumineux (coloration ou fluorescence) en se referant 
eventuellement a une gamme d'etalonnage. 

Ainsi la revelation de I'enzyme endogene a doser, appartenant a la population celluiaire immobilisee, ou a 
une de ses sous-populations est effectuee directement par un substrat specifique de cette enzyme 

35 endogene. puis le dosage proprement dit de I'enzyme endogene est realise par mesure photometrique en 
transmission ou en reflexion, ou par mesure de remission de fluorescence- 
La trousse et le procede de dosage selon I'invention sont particulierement simples car. lorsqu'on 
dispose de supports d'immunocapture prepares a I'avance. ils ne font intervenir que la ou les solutions 
contenant les reactifs specifiques necessaires a la mesure de I'activite de I'enzyme (substrat et eventuelle- 

40 ment chromogene). 

La trousse de dosage et le procede enzymatique selon invention s'appiiquent de fagon preferentielle 
au dosage des enzymes endogenes des elements figures du sang humain notamment les leucocytes, plus 
particulierement les granulocytes. 

La trousse de dosage et le procede enzymatique selon I'invention permettent de mesurer des signaux 
45 (lumiere absorbee ou emise) dependant a la fois du nombre de cellules presentes dans la population 
celluiaire examinee et de la concentration de I'enzyme endogene mesuree dans ces cellules. La mesure de 
ces signaux permet une evaluation quantitative de I'activite des molecules de cette enzyme qui sont 
contenues dans les cellules de la population ou sous-population celluiaire examinee. 

Une application de i'invention' apparaft en choisissant comme support solide une plaque de microtitra- 
so tion. La trousse de dosage et le procede enzymatique selon I'invention peuvent alors avantageusement §tre 
utilises pour le dosage sur une seule plaque d'une serie d'enzymes endogenes caracteristiques de diverses 
sous-populations constitutives de la population celluiaire examinee. Pour cette application, on peut utiliser 
d'une part, des plaques de microtitration pretes a I'emploi sur lesquelles ont et<§ fix6s a I'avance un ou 
plusieurs anticorps monoclonaux capables de retenir toutes les cellules de la population examinee et 
55 disposer, d'autre part, d'une serie de substrats specifiques chacun d'une enzyme endogene caracteristique 
de I'une des sous-populations a evaluer. Ainsi, sur un meme support, on peut obtenir le dosage quantitatif 
de toutes les enzymes endogenes necessaires a la caracterisation des sous-populations choisies. 

A titre d'application de I'invention, on peut citer le cas des leucocytes humains, pour lesquels il existe 
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notamment la sous-population des cellules dites polynucleaires ou granulocytes. 

La presence de granulocytes humains peut etre evaluee dans le sang ou dans les urines. Ainsi, dans le 
cas defections urinaires telles que cystites ou pyelonephrites. ii est particulierement interessant de 
disposer d'une methode simple pour le dosage des granulocytes dans les urines. 

La trousse de dosage et le procede enzymatique selon 1'invention peuvent etre utilises pour le dosage 
des granulocytes. Dans ce cas, on effectue rimmobilisation specifique des granulocytes de i'echantillon 
examine sur un support solide, et on effectue le dosage d'une enzyme endogene caracteristique des 
granulocytes en utilisant un substrat approprie. La myeloperoxydase est une enzyme endogene des 
granulocytes et son dosage est effectue en utilisant Teau oxygenee comme substrat de la peroxydase. 

Pour obtenir rimmobilisation specifique des granulocytes on utilise les anticorps monocionaux anti- 
CD15 fixes sur un support solide, tel que les parois des micropuits des plaques de microtitration, par 
exemple. 

Les plaques ainsi preparees peuvent etre lyophilisees et stockees de preference a 4 C. Cette etape 
peut etre realisee industriellement et Ton pourra ainsi disposer de plaques pretes a I'emploi pour les 
trousses de dosage applicables aux granulocytes de I'echantillon de sang ou d'urine examine. 

Les echantillons contenant les cellules a doser et provenant du sang ou de tout liquide biologique - 
approprie, normal ou pathologique, notamment 1'urine, peuvent etre utilises tels quels ou apres preparation, 
notamment apres concentration. 

Des parties aliquotes de la suspension cellulaire appropriee sont placees au contact du support solide. 
par exemple dans des tubes contenant le support microparticuiaire d'immunocapture ou dans les micropuits 
d'une plaque de microtitration prealablement preparee. Apres lavage, on ajoute la solution faisant partie de 
la trousse de dosage et contenant le substrat specifique de Penzyme endogene caracteristique de la 
population cellulaire visee. 

La duree necessaire pour rimmobilisation des cellules est de preference inferieure ou egale a 15 
minutes. Pendant ce delai, le support solide peut etre centrifuge pour ameliorer rimmobilisation des 
cellules. Le support solide, le tube ou la plaque de microtitration par exemple, est ensuite lave pour eliminer 
les cellules non fixees. 

^apparition d'un produit colore ou fluorescent est obtenue en ajoutant au support solide sur lequel a 
ete fixee la population cellulaire portant I'enzyme endogene a doser une solution contenant le substrat de 
Tenzyme et, si necessaire, un ou plusieurs reactifs auxiliaires permettant d'obtenir finaiement comme 
produit de reaction, soit un produit colore soluble dans le milieu, soit un produit colore insoluble, soit un 
produit fluorescent soluble, comme ceia a ete explique precedemment. On mesure ensuite le signal 
lumineux provenant des echantillons ainsi traites, a I'aide de I'appareillage adapte a chaque cas : 
photometre en transmission ou en reflexion ou fiuorimetre respectivement. Lorsque le support solide est 
une plaque de microtitration, la lecture du signal lumineux peut §tre effectuee sequentiellement dans tous 
les puits d'une meme plaque par I'emploi de lecteurs automatises d'usage courant dans les laboratoires de 
biologie, tels que par exemple le lecteur de plaque Titertek ou le lecteur de plaque Fluoroscan. pour les 
lectures spectrophotometriques ou fluorometriques respectivement. 

Les reactifs utilises pour reveler la peroxydase endogene ou la myeloperoxydase endogene contiennent 
de Teau oxygenee, substrat de renzyme. et un chromogene approprie, par exemple de rorthophenylenedia- 
mine ou Pacide azino-2,2' bis (ethyi-3 benzothiazoline sulfonique-6) ou ABTS pour obtenir un produit final 
de reaction colore et soluble dans le milieu ou bien la diamino-3,3' benzidine ou l'amino-3 ethyl-9 carbazole 
ou le chioro-4 alpha-naphtol pour obtenir un produit final de reaction insoluble, ou bien racide parahydroxy- 
phenyl propionique pour obtenir un produit de reaction fluorescent soluble dans le milieu. 

Selon une forme preferentielle. la trousse selon rinvention, pour le dosage de myeloperoxydase 
caracteristique des granulocytes comprend : 

a) une plaque de microtitration dans les puits de laquelie ont ete fixes un ou- plusieurs anticorps 

monocionaux anti-granulocytes ; 

b1) une solution contenant de reau oxygenee. substrat de renzyme, dans un tampon approprie. 
b2) une solution contenant le chromogene utilise pour reveler rexpression de Kactivite de i'enzyme et 
eventuellement un reactif qui ameliore la permeabilite de la membrane cellulaire. 

Selon une autre forme preferentielle de realisation, la trousse selon rinvention pour le dosage de 
myeloperoxydase caracteristique des granulocytes comprend comme support solide des tubes ou encore 
des supports magnetiques particulates sur lesquels ont ete fixes un ou plusieurs anticorps monocionaux 
. antigranulocytes. 

Les r£sultats du dosage des enzymes endogenes selon rinvention peuvent etre expnmes selon toute 
modaiite appropriee a I'examen effectue. Plus particulierement on peut exprimer ces rSsultats en activite 
totale d'une enzyme endogene particuliere presente dans un volume donne de rechantillon examine (par 
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exempie par microlitre de sang). 

Pour determiner I'activite cTune enzyme endogene particulrere, dans I'echantillon examine, on utilisera 
de preference une gamme d'etalonnage constitute de cellules ou de preparations appropriees, contenant 
Tenzyme endogene a doser et qui auront ete prealablement calibrees par une methode de reference 
s connue. Ces etafons seront de preference constitues soit par des cellules identiques dans leur provenance 
aux cellules qui feront I'objet du dosage, soit par des cellules de lignees cellulaires etablies contenant 
l*enzyme endogene recherchee. sort par des preparations acellulaires contenant I'enzyme choisie. 

Ces etalons sont alors traites exactement comme les echantilions a examiner. Les signaux qui en 
decoulent servent a construire une gamme d'etaionnage a laquelle sont rapportes les signaux mesures 
10 avec les echantilions a examiner. Les calculs ulterieurs sont classiques. 

La methode de dosage enzymatique selon rinvention est simple, rapide et reproductible. Son utilisation 
est tout a fait adaptee a I'analyse d'un grand nombre d'echantillons. Pour en comprendre les avantages par 
comparaison avec les autres methodes decrites. il convient d'en analyser les differentes etapes. 

^immobilisation des cellules sur le support solide est ia phase du dosage qui presente habituellement 
T5 le plus de difficultes ou qui est la plus critique dans sa realisation. Le moyen souvent utilise est Ia fixation 
chimique des cellules par le glutaraldehyde ou le methanol dans des cupules traitees ou non a la poly-L- 
lysine (VAN LEUVEN F. et Coll., J. Immunol. Methods, 1978, 23. 109). Toutefois, les fixations chimiques 
ainsi mises en oeuvre peuvent diminuer ou meme supprimer la detection specifique recherchee ou au 
contraire induire des marquages faussement positifs de cellules ce qui est un inconvenient tres grave 
20 (DROVER et MARSHALL J. Immunol. Methods. 1986, 90, 275-281). 

De plus la realisation du procede par fixation chimique necessite plusieurs etapes : la centrifugation des 
cellules, la preparation du melange de fixateur, la fixation puis les lavages des cellules fixees. 

La dessiccation des cellules a 37* C, suivie ou non d'une fixation au methanol dans les micropuits a 
aussi ete proposee (BAUMGARTEN, J. Immunol. Methods, 1986, 94, 91-98). En fait, la deshydratation des 
25 cellules a 37 C. peut alterer certains antigenes fragiles qui pourraient etre utiles a i'immunocapture des 
cellules ainsi que les enzymes endogenes a doser. 

De plus, la reproductible de ce procede est incertaine ; en effet, la decantation des cellules dans les 
micropuits du dosage et la dessiccation des cellules peuvent varier d'une experience a I'au tre. Enfin, ce 
dosage est long a realiser car I'etape de dessiccation des cellules necessite a elle seule un delai superieur 
30 a 2 heures. 

L'immobilisation de populations lymphocytaires a ete aussi obtenue grace a I'emploi d'anticorps 
polyclonaux adsorbes dans des micropuits (STOCKER et HEUSSER J. Immunol. Methods, 1979. 26. 87- 
95). Ce procede permet l'immobilisation de cellules etrangeres a la seule population que Ton souhaite 
analyser, ce qui presente aussi un Tinconvenient certain. 
35 L'utilisation d'anticorps monoclonaux hautement specifiques et affins adsorbes ou fixes sur le support 
solide et notamment dans les puits du dosage, les tubes, ou sur le support particulaire permet la capture 
exclusive des cellules recherchees, les autres populations cellulaires non retenues etant eliminees au cours 
des lavages effectues. De plus, aucun agent chimique ou physique ne modifie les caracteristiques des 
antigenes a cette etape car les differentes operations destinees a fixer chimiquement ou physiquement les 
40 cellules au support sont supprimees. 

Ainsi, selon la presente invention, il a ete trouve que l'immobilisation des cellules par des anticorps 
monoclonaux est un procede qui permet de simplifier I'etape demobilisation des cellules portant Tenzyme 
a doser, tout en rendant les resultats plus fiables. 

Le procede selon rinvention ;comportant Tutilisation d'un processus d^mmunocapture des cellules 
45 entieres. sans intervention physique ou chimique sur les cellules, et la mesure dans tout ou partie de ces 
cellules de Tactivite d'une enzyme endogene grace a Temploi de son substrat specifique permet, pour la 
premiere fois. le dosage quantitatif sur les cellules elles-memes des enzymes endogenes choisies. 

Selon rinvention, le marquage direct des cellules immobilisees immunologiquement permet : 

- une economie de reactifs ; 

so - une fiabilite amelioree par diminution du nombre d'etapes et de manipulations; 

- un gain de temps; 

- la possibility de traiter en meme temps, avec I'emploi exclusif de materiels et d'appareillages usuels, de 
grands nombres d'echantillons. 

La duree necessaire pour rimmobilisation de la population cellulaire ou de la sous-population cellulaire 
55 a doser est courte. Elle est inferieure ou egale a 15 minutes dans le cas du dosage des granulocytes 
sanguins ou urinaires. De meme, la periode pour le dosage de ractivite de renzyme endogene est 
inferieure ou egale a 15 minutes. 

Apres le lavage du support solide, le dosage proprement dit est effectue par robservation d'un signal 
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precis et simple a mesurer avec des appareillages usuels : absorption ou emission lumineuse. 

Ainsi I'ensembie du procede selon invention presente de nombreux avantages : il est rapide, fiable, 
economique et simple. 

On a verifie que les signaux enregistres (mesures photometriques) permettent d'obtenir des courbes 
d'etalonnage regulieres et satisfaisantes en fonction du nombre de cellules mises en oeuvre, dans les 
conditions usuelles de manipulation. 

Dans les exemples qui vont suivre, on utilisera indifferemment les termes suivants ou leurs abreviations 

BSA : albumine de serum bovin, ou serum albumine bovine 
PBS : tampon phosphate salin a pH 7,4 

EXEMPLE 1 

DOSAGE DE LA MYELOPEROXYDASE DES LEUCOCYTES POLYNUCLEAIRES DU SANG HUMAIN : 
DOSAGE REALISE EN PLAQUE A MICROTITRATION. 

La myeloperoxydase est une enzyme de nature glycoproteique comprenant une structure heme. Cette 
enzyme abondante dans les leucocytes polynucleaires du sang humain est impiiquee dans les fonctions 
bactericides et anti-microbiennes des cellules. (KLEBANOFF S.J., J. Bacteriol., 1968, 95. 2131 - DIAMOND 
et coll., J. Clin. Invest.. 1980, 66 908-917). 

Le dosage de la myeloperoxydase des polynucleaires selon le procede de Tinvention comprend trois 
etapes realisees successivement: 

1. la separation des polynucleaires du sang total. 

2. la capture et rimmobilisation selective des cellules par un anticorps monoclonal preaiablement 
adsorbe dans les micropuits d'une plaque de microtisation. 

3. la revelation de I'activite de I'enzyme cellulaire. 



a) Preparation de la plaque 

On utilise une plaque de microtitration en plastique commercialisee par NUNC (Reference 64394) 
comportant 96 micropuits. On place par micropuits 200 ul d'une solution contenant I'anticorps monoclonal 
purifie anti-CD15 (denomme SMY 15a) utilise pour immobiliser les leucocytes polynucleaires, c'est a dire 
pour effectuer leur immunocapture. Cet anticorps commercialise par BIOSYS, Compiegne. France, sous la 
reference SMY 15a est utilise a la concentration de 5 ug/ml dans un tampon phosphate salin a pH 7,4 
(PBS). 

L'adsorption de I'anticorps monoclonal s'effectue a 4*C pendant 12 heures. On elimine Tanticorps en 
exces par retournement de la plaque. 

On prepare une solution contenant 0.1 % de gelatine et 0,3 % de BSA dans un tampon phosphate 
salin. On introduit 250 ii\ de cette solution par micropuits, afin de saturer la surface des puits en proteine, 
ce qui est obtenu apres 1 heure a 37 °C ; onjave les plaques 3 fois a Taide de tampon phosphate salin. 
Les plaques ainsi preparees sont stock£es a 4* C. 



b) Separation des leucocytes polynucleaires. 

Le sang est prelevS sur anticoagulant (h<§parine). Dans un tube a hemolyse de 5 ml, on introduit 
successivement 2 ml de milieu de separation MONO-POLY (FLOW ref. 16.980-49) et on depose 2 ml de 
sang. Le tube est ensuite centrifuge a 400 x g pendant 40 minutes a temperature du laboratoire. II se forme 
deux anneaux de suspension cellulaire ; ranneau inferieur contient les polynucleaires qui sont recuperes a 
Taide d'une micropipette. 



c) Immunocapture cellulaire. 

La capture des cellules est realisee grace a Tanticorps monoclonal anti-CD15 adsorbe. 
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On introduit dans les micropuits de la plaque 100 ul de la suspension cellulaire ajustee a 5 x 10 s 
cellules par ml de tampon PBS. Pour ameliorer la fixation des cellules sur le support, on centrifuge la 
plaque pendant 3 minutes a 150 x g apres attente de 10 minutes a temperature ambiante. 

d) Revelation et mesure de la myeloperoxydase. 

On vide les micropuits par retoumement de la plaque. On lave les micropuits 2 fois par 200 ul de 
tampon PBS ce qui permet d'eliminer les populations cellulaires indesirables telles que les monocytes ou 
les hematies qui peuvent etre a Porigin.e d'un signal parasite d'absorbance. Apres le deuxieme lavage, on 
ajoute dans chaque puits 100 ul du reactif de revelation prepare extemporanement. 

Le reactif de revelation est obtenu de la fagon suivante : on prepare un tampon citrate 0,1 M en 
dissolvant de Pacide citrique monohydrate a 2 % dans de Peau et en ajustant a pH 5 par addition de soude 
7N. On realise ensuite une solution a 2 % de bromure d'hexadecyltrimethyl ammonium (= CETAB, 
TOUZART et MATIGNON T 5650) dans le tampon. Le reactif permeabilise les membranes cellulaires et 
ameliore Pactivite de la myeloperoxydase sur le substrat. A 20 ml de cette solution on ajoute avant emploi 
30 mg de dichlorhydrate d'orthophenylenediamine puis 40 ul d'eau oxygenee (substrat de Penzyme). 

Apres incubation pendant 10 minutes, on mesure Pabsorbance au spectrophotometre a 450 nm 
(appareii Titertek Multiskan type 310 C -Row Laboratories). 

Pour une experience, les absorbances obtenues avec 50 000 cellules sont donnees dans le tableau 1 
ci-dessous : 



TABLEAU 1 





CELLULES 
SEULES 


CELLULES + 
reactifs sans CETAB 


CELLULES + 
reactifs avec 
CETAB 


Absorbance 


0.003 


0.370 


1,545 



La presence de CETAB dans le milieu de revelation augmente d'un facteur de 4 la densite optique due 
a la reaction catalysee par la myeloperoxydase, ce qui permet de reduire le nombre de cellules 
necessaires pour le dosage. 



EXEMPLE 2 



DOSAGE DE LA MYELOPEROXYDASE DES LEUCOCYTES POLYNUCLEAIRES DU SANG ET DES 
URINES : DOSAGE REALISE SUR DES BILLES MAGNETIQUES 

Cet exempie est destine a montrer que Pon peut diminuer la duree necessaire au dosage d'une 
enzyme endogene, par rapport aux conditions decrites dans Pexemple 1, en modifiant le procede 
d'immunocapture des cellules. Le support utilise pour capturer les cellules est constltue de billes magneti- 
ques DYNABEADS. Les billes (ref. DYN-11001 commercialisees par BYOSIS) portent a leur surface des 
anticorps anti-immunoglobines de souris. Les billes sont traiiees avant usage par une solution d'anticorps 
monoclonaux anti-CDl5 (ref. SMY 15a - BYOSIS France) pendant 12 heures a 4° C. Pour cela. 25 ul de la 
suspension de billes sont melanges a 0,5 ml de solution d'anticorps a 100 ug/ml de tampon PBS. Les 
billes sont ensuite Iavees 3 fois avec du tampon PBS puis saturees 12 heures a 4* C par une solution a 0,3 
d'albumine serique bovine (BSA). Les billes pretes a Pemploi sont conservees a 4* C. 

Le dosage de la myeloperoxydase est realise dans un tube a hemolyse de 5 ml : on introduit dans le 
tube 300 ul de tampon PBS, 25 ul de suspension de billes et 100 ul de sang complet preleve sur 
heparinate de lithium (tube VACUTAINER ref. 606 484). Apres 5 minutes sous agitation douce, les billies 
sont separees grace a un aimant et les cellules fixees sur les billes sont Iavees avec du PBS (5 lavages). 

La myeloperoxydase est revelee avec un reactif mixte contenant le substrat (eau oxygenee) et le 
chromogene (orthophenylenediamine) prepare comme dans Pexemple 1 , avec ou sans incorporation de 
CETAB. L'absorbance est mesuree dans les conditions identiques a celles de Pexemple 1. Les resultats 
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sont donnes tableau 2. 

La mesure des myeloperosydases des granulocytes presents dans Purine au cours des infections 
urinaires est un element de diagnostic important des pyglonephrites et pyuries. On a montre dans la 
deuxieme partie de I'exemple que les particules magnetiques portant le meme anticorps monoclonal anti- 
5 CD15 sont capables de capturer les leucocytes polynucleaires dans le liquide urinaire. Le dosage est 
realise* sur 400 ul du liquide urinaire contenant environ 2 x 10 s granulocytes par mL Les cellules sont 
capturees avec 25 ul de suspension de billes, puis traitees dans les memes conditions que dans I'exemple 
precedent Les resultats sont donnes dans le tableau 2 ci-dessous. 
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Cvj 
3 



BILLES + CELLULES + reactif 
de revelation avec CETAB 


1,324 I 


1,115 


BILLES + CELLULES + reactif 
de revelation sans CETAB 


0,0323 


0,286 


BILLES + 
CELLULES 

seules 


0,011 


0,008 


BILLES + reactif 
de revelation 


0,025 


0,025 


ABSORBANCES 


Sang total 


Urine 
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Selon le procede decrit dans cet exempfe, le dosage a ete effectue directemet sur I'echantillon de 
sang, puis sur I'echantillon d'urine, sans necessiter de separation prealable de la population cellulaire a 
analyser. Par ailleurs, la periode d'incubatlon est seulement de 5 minutes. Ainsi, en utilisant les billes 
s magnetiques comme support solide, I'ensembie des operations de dosage est particulierernent simple et 
rapide. 



Revendications 



1. Trousse pour le dosage d'une enzyme endogene caracteristique d'une population ou d'une sous- 
population cellulaire comprenant, comme composants : 

a) un support solide sur lequel sont fixes par liaison covalente ou par adsorption physique un ou 
plusieurs anticorps monoclonaux diriges contre des antigenes de surface de la population cellulaire a doser 



75 



20 



35 



b) une ou plusieurs solutions apportant les reactifs necessaires (substrat et le cas echeant chromoge- 
ne) pour reveler ractivite de I'enzyme ; 

c) un composant additionnel constitue par une solution tampon de lavage et eventuellement des 
echantillons permettant I'etalonnage et le controle de qualite du dosage. 

2. Trousse selon la revendication 1 comprenant en outre un reactif qui ameliore la permeabilite de la 
membrane cellulaire. 

3. Trousse selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laquelle le composant (a) est un support solide 
constitue par une plaque de microtitration dans les puits de laquelle sont fixes le ou les anticorps destines a 
immobiliser les cellules parmi lesquelles se trouvent celles de ia population ou sous-population contenant 

25 I'enzyme a doser. 

4. Trousse selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laquelle le compose (a) est un support 
magnetique particulate. 

5. Trousse selon Tune des revendications 1 a 3, dans laquelle le composant (a) est un tube. 

6. Trousse selon Tune quelconque des revendications 1 a 5 dans laquelle le composant (a) est 
30 constitue d'un support solide sur lequel sont fixes un ou plusieurs anticorps monoclonaux anti-HLA de 

classe I 

7. Trousse selon la revendication 6, dans laquelle I'anticorps monoclonal fixe est I'anticorps denomme 
S-classe I. 

8. Trousse selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, dans laquelle le composant (b) comprend 
essentieliement de I'eau oxygenee et un chromogene choisi parmi I'orthophenylenediamine, I'acide azino- 
2,2 bis (ethyl-3 benzothiazoline sulfonique-6), la diamino-3,3' benzidine, l'amino-3 ethyl-9 carbazole ou Tun 
de leurs sels solubles dans I'eau. 

9. Procede de dosage des enzymes endogenes d'une population ou sous-population cellulaire, 

caracterise en ce qu il consiste : 

a) a immobiliser la population cellulaire contenant Tenzyme a doser ou une population cellulaire 
comprenant la sous-population contenant Tenzyme endogene a doser sur un support solide en utilisant un 
ou plusieurs anticorps monoclonaux prealablement fixes par liaison covalente ou par adsorption physique 
sur ledit support et capable de reconnaltre un antigene present a la surface des cellules ; 

b) a observer une periode d'incubation ; 

4 5 C ) a laver le support pour eliminer les cellules non immobilisees ; 

d) a ajouter le ou les reactifs necessaires (substrat et chromogene) pour reveler ractivite de i'enzyme 
endogene ; 

e) a lire les resultats par mesure des signaux lumineux (coloration ou fluorescence) en se referant 
eventuellement a une gamme d'etaionnage. 

so 10. Procede de dosage selon la revendication 9, dans lequel le support solide est tel que defini dans 
Tune des revendications 3, 4 ou 5. 

11. Procede de dosage selon rune des revendications 9 ou 10, dans lequel ractivite de renzyme est 
revelee par I'eau oxygenee et un chromogene choisi parmi rorthoph^nylene diamine. I'acide azino-2.2 bis 
(ethyl-3 benzothiazoline sulfonique-6), la diamino-3,3' benzidine, ramino-3 ethyl-9 carbazole ou run de leurs 

55 sels solubles dans I'eau. 

12. Procede selon rune quelconque des revendications 9. 10 ou 11, dans lequel la dur<§e totale 
d'execution du dosage est inferieure ou egale a 30 minutes. 

13. Procede selon la revendication 9, dans lequel le ou les anticorps monoclonaux fix<§s sur le support 
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solide sont des anticorps anti-HLA de classe I. 

14. Procede selon la revendication 9, dans lequel Panticorps monoclonal fixe sur le support solide est 
I'anticorps denomme S-classe I. 

15. Procede selon la revendication 9, pour le dosage de la myeloperoxydase endogene des granulocy- 
tes du sang humain ou de Purine. 
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